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Açıklanamayan İnfertil Çiftlerde Erkek Faktörü:
Sperm DNA Fragmantasyonu Değerlendirmesi

Hale BAYRAM1, Mehmet CINCIK2

Öz
Açıklanamayan infertilite günümüzde tüm infertil çiftlerin %30-40’ını oluşturmaktadır. İnfertilite 
pratiğindeki tüm testlerin normal olmasına karşın çiftin gebelik elde edememesi durumu olarak 
tanımlanır. Bu durumda farklı ileri tetkikler yapmak gerekmektedir. Bu konuda en çok yapılan 
çalışma açıklanamayan infertil çiftlerde erkek partnerin değerlendirilmesidir. Bunun için sperm 
deoksiribonükleik asit (DNA) fragmantasyonu (SDF) en çok araştırılan patolojiler arasında yer 
alır. Sperm kalitesi gebelik oluşumu ve devamlılığı için büyük önem taşımaktadır.
Sperm DNA bütünlüğünü değerlendirmek için çalışmalarda birçok yöntem kullanılmaktadır. 
TdT-dUTP nick-end-labelling (TUNEL) yöntemi, tek hücre jel elektroforezi (COMET analizi), 
sperm kromatin yapı analizi (SCSA), flowsitometrik analiz, akridin oranj testi ve floresan in 
situhibridizasyon (FISH) yöntemi sıklıkla kullanılan yöntemler arasındadır. Birçok çalışmada da 
testlerden ikisi ya da daha fazlası bir arada kullanılmaktadır. Yapılan çalışmalar açıklanamayan 
infertilite tanısı almış çiftlerde erkek partnerden alınan spermlerin DNA fragmantasyon oranının 
yüksek olduğunu göstermiştir. Bu çiftlerde ya gebelik oluşmamakta ya da erken dönem gebelik 
kayıpları yaşanmaktadır. Kadın infertilitesi yönünden değerlendirilip herhangi bir patoloji 
saptanmayan, sperm DNA fragmantasyon oranı normal kabul edilebilir çiftlerde gebelik 
oluşmaktadır.
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Male Factor in Uncompleted Infertile Pairs: 
Evaluation of Sperm DNA Fragmantation

Abstract
Unexplained infertility now accounts for 30-40% of all infertile couples. Despite normal testing 
of all tests in infertility practice, it is defined as the situation that the couple cannot achieve 
pregnancy. In this case, it is necessary to conduct different advanced examinations. The most 
common study on this subject is the evaluation of the male partner in infertile couples. For 
this, sperm deoxyribonucleic acid (DNA) fragmentation (SDF) is among the most researched 
pathologies. Sperm quality is of great importance for pregnancy formation and continuity.
Many methods are used in studies to evaluate sperm DNA integrity. TdT-dUTP nick-end-
labelling (TUNEL) method, single cell gel electrophoresis (COMET analysis), sperm chromatin 
structure analysis (SCSA), flow cytometric analysis, acridine orange test, and fluorescent in situ 
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hybridization (FISH) method are among the frequently used methods. In many studies, two or more of the 
tests are used together. Studies have shown that in couples diagnosed with unexplained infertility, the DNA 
fragmentation rate of sperm from a male partner was found to be high. Pregnancy does not occur or early 
pregnancy losses occur in these couples. Pregnancy occurs in couples whose sperm DNA fragmentation is 
considered normal and no pathology is detected after being evaluated for female infertility.

Keywords: Infertility, Man, Spermatozoa, DNA fragmentation

Giriş
İnfertilite bir yıl korunmasız düzenli cinsel 
ilişkiye rağmen gebelik elde edilememesi 
durumu olarak tanımlanmakta ve üreme 
çağındaki çiftlerin %15’ini etkilemektedir 
(1). İnfertil tanısı konmuş çiftlerin %30-
40’ında erkeğe bağlı, %40-50’sinde ise kadına 
bağlı nedenlerin olduğu görülmektedir (2). 
Açıklanamayan infertilite, infertilite tanısında 
kullanılan tüm standart testlerden normal 
sonuç elde edilip fekondabiliteyi bozan 
faktörlerin açığa çıkartılamadığı durumdur 
(3). Açıklanamayan infertilite görülme 
sıklığı %22-28 arasında değişmekte olup, 
erkek infertilitesine neden olan faktörler 
değerlendirildiğinde açıklanamayan infertilite 
oranının %40 civarında olduğu ve testiküler 
hastalıklarla birlikte erkek infertilitesinin 
başlıca sebepleri arasında olduğu görülmektedir 
(4). Bununla birlikte Y kromozomundaki 
mikrodelesyonlar oligospermi ve azosperminin 
nedenleri arasında yer almaktadır (5).

Bu derlemede açıklanamayan infertilite tanısı 
alan çiftlerde erkeğin sperm DNA hasarı 
yönünden değerlendirmesi amaçlanmaktadır.

Erkek İnfertilitesi Nedenleri ve Sperm DNA 
Fragmantasyonu
Sperm DNA’sı
Memeli spermi oldukça organize ve yoğun 
olarak paketlenmiş yapıdadır. Sperm bu 
özelliğiyle somatik hücrelerden oldukça 
farklıdır. Sperm morfolojisine uyumlu olarak 
DNA özel olarak paketlenir. Epididimiste 

olgunlaşma sırasında bu paketlenme 
gerçekleşir. İnsan spermleri memeli spermlerine 
göre %15 histon proteini içerdiğinden daha 
az kompakt yapıdadır. İnfertil erkeklerde 
histon/protamin oranı bazı çalışmalarda 
yüksek bulunmuştur. İnsan sperminde P1 ve 
P2 olmak üzere iki tür protamin bulunurken; 
infertil erkeklerde P2 ekspresyonunda 
değişimler olduğu gösterilmiştir. Bu da insan 
sperm kromatininin daha az sıkıştırıldığını 
ve DNA fragmantasyonunun fazla olduğunu 
göstermiştir (6).

Sperm DNA Fragmantasyonu (SDF)
Sperm paternal genetik materyalin oosite 
aktarılmasını sağlar. Sperm motilitesi ya da 
morfolojisinde sorun olmamasına rağmen 
DNA fragmantasyonu görülebilir. DNA 
fragmantasyonu infertil erkeklerin çoğunda 
görülmekte ve tek ya da çift zincir DNA 
kopmalarıyla karakterizedir. Kromatin 
bütünlüğünü bozan sebepler radyasyon, 
varikosel, sigara kullanımı, kemoterapi gibi 
birçok faktör olabilmektedir (7).

Sperm DNA hasarı ve fragmantasyonunu 
belirlemede kullanılan testler
Sperm DNA hasarları ve fragmantasyonunun 
belirlenmesinde günümüzde aşağıda kısaca 
açıklanan birçok test kullanılmaktadır. TUNEL 
yöntemi, COMET yöntemi, SCSA, halo sperm 
yöntemi (SCD), akridin oranj testi, anilin mavi 
boyaması, toluidine mavi boyaması, floresan 
in situhibridizasyon (FISH) yöntemi sıklıkla 
kullanılan yöntemler arasındadır.
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Terminal Uridine Nick-End Labeling 
(TUNEL) Yöntemi
TUNEL yönteminde terminal 
deoksinükleotidiltransferaz (TdT) DNA 
polimeraz enziminden yararlanılır. Bu enzim 
tek ya da çift zincirde DNA’nın 3’hidroksil 
ucuna rastgele deoksiribonükleotidler 
(dUTP) ekler ve eklenen dUTP’lerin ölçümü 
flowsitometri tekniği ile ölçülür veya floresan 
mikroskop ile değerlendirilir (8).

Tek Hücre Elektroforezi (COMET analizi) 
Yöntemi
Tek hücre elektroforez yöntemi sperm DNA 
kırıklarının doğrudan değerlendirildiği, erkek 
infertilitesini belirlemede kullanılan hassas 
bir yöntemdir. Bu yöntem nötral ya da alkali 
ortamda yapılabilir. Nötral tamponda sadece 
çift zincir kırıkları tespit edilebilirken, alkali 
tamponlarda hem çift zincir hem de tek zincir 
kırıkları tespit edilebilmektedir. Yöntemin 
çalışma prensibi farklı molekül ağırlıklarına 
ve farklı elektriksel yüklere bağlı olarak DNA 
moleküllerinin göç etmesine dayanır. Agaroz 
jel içinde DNA ince bir tabaka halinde yayılıp 
deterjan ve yüksek tuz konsantrasyonunda 
eritilir. DNA’nın katlanmasını sağlayan 
protamin ve histonlar ortamdan uzaklaştırılmış 
olur. Alkali tampon DNA’nın çift zincirinin 
katlanmasını engeller. Elektroforetik yürümede 
hasarsız DNA’larda kuyruk oluşmazken 
hasarlı DNA’da farklı molekül ağırlığı ve 
farklı elektriksel yükte olduğundan kuyruklu 
yıldız görüntüsü oluşmaktadır. Hücreler 
floresan DNA bağlayıcı boya ile boyanıp daha 
sonra görüntülemesi yapılır. Bu görüntüleme 
skorlanarak hasar miktarı tespit edilir (9).

Sperm Kromatin Yapı Analizi (SCSA)
Bu yöntem yapısal anomali bulunan spermlerin 
asit ve ısıya duyarlılığının daha fazla olduğu 
ve daha kolay denatüre olduğu fikrine dayanır. 
Akridin oranj boyasının metakromatik 
özelliklerinden yararlanır ve sperm DNA’sının 
in situ ısı ve asit kaynaklı denatürasyona 
karşı duyarlılığını ölçer. Bu yöntemle kırmızı 
renk ışıma yapan tek sarmal DNA’ların oranı 

(630 nm), yeşil renk ışıma yapan çift sarmal 
DNA’lara oranı (515-530 nm) flowsitometride 
ölçülür (10).

Flow Sitometrik Analiz
Bu yöntemde akridin oranj (AO) boyası 
eklendikten sonra numune fluorescence-
activated cell sorting (FACS) akışkan 
sitometri cihazına yerleştirilir. FlowJo yazılımı 
kullanılarak sperm hücreleri geçirildikten sonra 
X (kırmızı floresan) ortalaması ve Y (yeşil 
floresan) ortalaması kaydedilir. Propidyum 
iyodür eklenir ve DNA’nın fragmante 
bölgelerine boyanın bağlanması sağlanır (11).

Akridin Oranj Testi
DNA denatürasyon oranının belirlenmesinde 
yeşilden kırmızıya metakromatik kaymanın 
gözlendiği SCSA benzeri değerlendirme 
yapılır. Asit uygulaması sonrası denatürasyon 
oranı belirlenir. Normal yapıdaki DNA yeşil 
floresan verirken denatüre DNA kırmızı renkte 
floresan verir (12).

Floresan İn Situ Hibridizasyon (FISH) 
Yöntemi
Bu yöntemde agaroz matrikse gömülmüş ya da 
lam üzerine fikse edilmiş hücreler denatürasyon 
amacıyla alkali solüsyona maruz bırakılır. 
Çift sarmal yapı açılır ve tek sarmal DNA 
oranı artar. DNA fragmantasyonunun artması 
tek sarmal DNA miktarını arttırır. Histon ve 
protamin proteinleri uzaklaştırılan DNA’ya 
floresan işaretli problarla in situ hibridizasyon 
yapılır. Böylece in situ olarak DNA kırıklarının 
oranı belirlenmiş olur (13).

O’Neill ve arkadaşlarının çalışmasında 
intrauterin inseminasyon uygulanarak gebelik 
elde edilememiş, açıklanmayan infertil çiftler 
dahil edilerek sperm kromatini yapısal genomik 
bütünlük bakımından TUNEL yöntemiyle 
incelenmiştir. SDF saptanmayan çiftlerde 
klasik in vitro fertilizasyon (IVF) yapılırken, 
SDF saptananlarda intrasitoplazmik sperm 
injeksiyonu (ICSI) yöntemine başvurulmuş. 
SDF saptanmayan klasik IVF yöntemi ile 
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gebelik elde edememiş hastalara bir sonraki 
tedavi için ICSI yöntemi önerilmiştir. 
Ejekülat sperm ile ICSI uygulanan ve gebelik 
elde edilemeyen hastalara ise bir sonraki 
tedavi için testiküler sperm ekstraksiyonu 
(TESE) yöntemiyle sperm elde edilerek ICSI 
uygulanması önerilmiştir. Kromatin bütünlüğü 
için ayrıca SCSA yapılmıştır. Ejekülat spermler 
TESE spermi karşılaştırıldığında TESE 
sperminde SDF oranının normal sınırlarda 
olduğu saptanmış, TESE ile alınan spermle 
gebelik oranlarının arttığı tespit edilmiştir (14).

Cinthia ve arkadaşları ise SCD testinin DNA 
fragmantasyonunun belirlenmesinde TUNEL 
yöntemine göre daha başarılı olduğunu 
göstermişler (15). Postmayotik apoptoz 
yetersizliği, spermiyogenez sırasında iplik 
kopmaları ve oksidatif stres DNA hasarlarına 
sebep olabilmektedir (16). DNA hasarı 
olmasına rağmen bazı hücreler fertilizasyon 
yeteneğini kaybetmez ancak kusurlu yavrular 
oluşmasına neden olabilir. Ayrıca sperm 
DNA hasarı infertilite ve IVF başarısızlığıyla 
ilişkilendirilir. Sperm DNA hasarı ile IVF ve 
ICSI sonrası gebelik kayıpları arasında ilişki 
olduğu gösterilmiştir (17).

Bareh ve arkadaşları gebelik kaybı yaşayan 
açıklanamayan infertil çiftlerde normospermik 
erkeklerin sperm DNA fragmantasyonu 
yönünden değerlendirilmesi için yaptığı 
prospektif çalışmada her bireyden iki kez 
sperm örneği almış ve DNA fragmantasyonu 
yönünden hem TUNEL yöntemiyle hem de 
flowsitometrik incelemeyle deney ve kontrol 
grubunu incelemiştir. TUNEL testi sonuçları 
arasında açıklanamayan infertilitesi olan 
örneklerde SDF oranının fazla olduğunu 
göstermiştir (11). Paternal genomun bütünlüğü 
gebeliğin oluşumu ve sürdürülmesi için büyük 
önem taşır (18). DNA kalitesi düşük olan 
anormal spermatozoalar embriyo klivajını 
engelleyebilir ve blastosist oluşumunu 
etkileyebilir (19).
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